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要約

c-mos原癒遺伝子の転写産物である Mosは、脊椎動物卵母細胞の成熱において必須の

役割を果たしているアフリカツメガエノレ卵において、 M05は減数分裂の開始、減数分裂同

期での核形成の抑ffjlJ、第2分裂中期における分裂停止に作用することがこれまでに報告さ

れている.マウスにおいては、第2分裂中期における分裂停止に関与寸ーることはわかってい

るものの、その他の役割についてはまだ充分に解明が進んでいない。そこで、我，々 は Mos

が、第1減数分裂ー第2減数分裂間期においてどのような役割を果たすかについて、詳細

に検討を加えた.第l極体放出、すなわち第1減数分裂終了後からのマクス卵の染色体、お

よび lubulinを染色し観察したところ、第1侮体放出直後、 c-mosホモ欠損マウス卵、および

コントロールとして用いたヘテロ欠損マウス卵は、ともに凝縮した染色体を有し、第I分裂終

期にあった極体放出1時間後、 c-mosホモ欠損マウス卵においてのみ、染色体は一時的

に核形成初期のような脱凝縮状態を呈した.しかし、極体放出2時間後には再び凝縮し、第

2分裂中期に至った.この過程において、 c-mosホモ欠損マウス卵の cclc2kinaseの再活性

化が遅延し、 cyclinJ3の蓄積が遅れていることが明らかになったこの結果により、ル'105の機

能は第1分裂ー第2分裂間期におけるのc1in13の速やかな蓄積を促進し、 7 ウス卵減数分

裂間期における染色体凝縮の維持に重要な役割を果たしていることが明らかになった.
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序文

卵母細胞の減数分裂

配偶子成熟過程における減数分裂は、 DNAを倍加させた後2回の分裂によってDNAの

半数体を生み出すことを特徴とする.有性生殖を行う生物にとっては稲の保存に必要不可

欠のものであり、その制御には通常の体細胞分裂とは異なった機序が働いていると考えられ

る

卵ほ細胞の形成過程を図lに示したヒ卜においてJJ台生3週末に卵黄嚢壁の内応薬の問

に原始生嫡細胞として出現した細胞は、第6過に生殖庭へと移動し、生殖腺の発生分化を

誘導する.原始生R宣告i日j泡から分化した卵祖細胞は体細胞分裂によって数を増すが、第13

週頃から卵母細胞への分化とともに体細胞分裂から減数分裂への移行がはじまる減数分

裂を開始した卵母細胞は DN八合成を行った後、第 l分裂前期の diplolen日期に至り分裂停

止するが、このまま長い休止期に至る.この間卵母細胞は !個ずつ将来卵胞細胞となる体

細胞に取り図まれ原始卵胞を形成する e 原始卵胞のうち一部は卵胞細胞の分化と共に発育

し、卵母細胞も噂大するこの状態で出生となるが、その後卵胞刺激ホルモンの作用により

卵母細胞の周囲をとりかこむ頼粧膜細胞は増殖して卵胞腔を形成し、卵母細胞の体積は増

大するこの時期1にはその後の卵成熟・初期発生に必要な mRNAおよびタンパクが蓄積さ

れてくるが、減数分裂は停止したままである

排卵H寺の黄体形成ホルモンの刺激をうけて卵母細胞は分裂を再開する(図2).第1減数

分裂前期の卵母細胞は、卵核JI包(germin(llvesicle)とl呼ばれる大きな骸を有する.減数分裂

再開と共に、卵核胞は崩簸(gcrrninalvesicle breakdown)し、染色体が凝縮し、やがて紡錘

体を形成、第l減数分裂中期(Melaphase1)に至るその後染色体は二分され、著しい不等

分裂によって小さな第1極体を放出する.その後染色体は凝縮したまま核形成、 DNA合成
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を絞ることなく再び紡錘体を形成、第2減数分裂中期に至るここで分裂は再び停止、精子

の侵入により分裂停止は解除され、染色体は二分され第2筏体を放出してiIUE性前核を形成

し、減数分裂は終了する.

減数分裂の進行と MPF(Maturaiion Promoting Factor) 

Masuiらはホノレモン処理によって成熟させたカエノレ卵の細胞質中に、未成熟卵を成熟さ
， ， 

せる働きのある物質が存在することを示し、これを卵成熟促進因子・(MaLuralionPromoLing 

Factor:MPF)と呼んだ[1].その後の解析により、 MPFは真核細胞の細胞分裂において普遍

的に存在すること、マウス卵減数分裂においては、 MPF活性は未成熟卵ではみられないが

第l減数分裂中期に高い活性を示し、分裂間期には低下、第2減数分裂中期に再活性化

を示し、受精後に再び低下することが報告された[2].体細胞分裂においても MPF活性は

分裂中期(M期)fこ高くなることから、 MPFは M-phasepromoling ractorの略であるともされ

ている

さらに、その後の解析により MPFは cdc2とcyclinBという二種類のタンパク質の復合体で

あることが示された[3-5].体細胞分裂においては、 cdc2は常に存在するが3つのアミノ酸の

リン酸化状態により活性が制御されている一方 ιyclin13は M期の前後で合成・分解を繰

り返しており、 cdc2との復合体形成により活性を制御するマウス卵減数分裂においては、

はじめからある程度の量の cyclinsが存在しており、 GVsD期では量的変化はないが、第一

分裂中期に向かい急速に合成が進み、さらに極体放出の際に一時的に分解されていること

が報告されている[6].

カエノレ卵減数分裂における Mos

c-mos遺伝子は、当初マウス肉11重クイノレスり細胞内ホモログとして発見された[7].その遺
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伝子産物である Mos蛋白は、セリンースレオニンキナーゼ活性を持ち、細胞内情報伝達シ

グナノレの一つである MAPキナーゼカスケードを活性化する c-mos遺伝子の発現は精巣

や卵巣において高く、他の組織では低し、と報告されており[8]、生殖細胞の分化に何らかの

役割を果たしているのではなし、かということが示唆されてきた.精巣における Mosの役割に

ついてはなお不明な点が多u、ものの、卵巣においては、比較的解析の容易なカエル卵母

細胞を中心に役割が明らかにされてきた Sagataらは、カエノレ卵に c-mosanliSenSe 

nucleoLideや抗 Mos抗体を注入することにより成熟過程の変化をみることによってその役

割を解析した.その結果 Mosは、

(1)卵成熟の開始シグナノレであるプロゲステロン刺激により誘導され、卵成熟を開始させるこ

と[9]

(2)減数分裂間期における核形成.DNA合成を抑制すること[10]

(3)第二分裂中期において分裂停止させることに関わっていること、またその作用には MPP

活性の制御を介していること[11J

が明らかとなった.

マウス卵減数分裂における Mos

マウ:A卵減数分裂においては、ジーンターグッティングにより c-mos遺伝子欠煩マウスが

作成され、その表現型を解析することにより Mosの役割が明らかにされてきた[12，13). 

c-mosホモ欠損7 ウス(c-mo.s(ー/ー))は外見上、また卵巣以外の器官においては組織学的に

も野生型との違いは認められなかったホモ欠損マウスの生殖能力をみたところ、雄マウス

では聖子生裂と同様の生殖能力が見られたのに対し、雌マウスでは妊娠の頻度およひ・産{子数

の著しい低下がみられ、妊卒性の低下が見られることがわかった[12].さらにホモ欠損マウス

には、卵巣奇形臆が多発することが明らかになった[12，13] 奇形麟はしばしば両側性に発

育、顕微鏡的に認められるものから腹腔内を声拠するものまで大きさはさまざまであり、組織
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学的には、内任菜、中腔葉、外眠薬由来の組織がみられ、なかには悪性転化を示すものも

みられた[14].卵巣奇形腫は卵母細胞の単為発生によるものと考えられるため、 Mosはカエ

ノレと同様にマウス卵成熟においても、単為発生の抑制に関与しているのではないか、とし、う

ことがわかってきた.

Mosの卵成熟に対する関与は、マウス卵母細胞の体外成熟によっても明らかにされた 卜

分発育した卵胞中の卵母細胞は、卵胞腔外で培養すると自然に成熟を開始するマウスに

おいては培養開始から約2時間で GV8Dをきたし、 12時間前後で第1極体を放出して第l

分裂を終え、その2-4時間後に第2分裂中期に至る Mosの発現は、 GVsDのころよりはじ

まり、第二分裂中期に至るまで徐々に増加していく[15].c-mosホモ欠煩マウスの卵母細胞

を体外培養すると、里子生型と同様に約2時間で GVsDをおこし、減数分裂が再開する.この

点で減数分裂再開iこMosが必須であったカエノレとは異なっているやがて双方の卵は第1

分裂中期に達する.この時点でホモ欠煩マウス卵では微小管形成に異常が見られるものの、

分裂装置そのものは形成される[16，17].その後の第 l悔体の放出に関しても、野生型と違

いホモ欠損卵ではほぼ等割されるものから野生裂と同線の不均等分裂を起こすものまで

様々である.培養開始後時間を経た c-rnos欠損卵では、野生型と奥なり前骸を形成するも

のがみられ[121、Mosが単為発生の抑制に関与することがこのことからも示される.

しかし、減数分裂間期における Mosの役割に関しては詳細な検討がなされていない.第

l僅体放出前の卵に c-mosアンチセンスヌクレオチドを注入した実験では、 of'lは第 l筏体

放出後核を形成し、第2分裂への移行が阻害された[18].一方、 c-mos欠煩マウス卵では、

2回の分裂の問に軽度脱凝縮した染色体がみられるが、第2分裂への移行は行われる[15]

との報告の他に、第1分裂終了後核を形成して間期に入った、とする報告も見られる[16Jた

だし、これらはし、ずれも詳細な時間経過を追ったものではなく、厳密な倹討がなされていな

い噂ここでは、 Mosの、波数分裂間期における役割を明確にするために、 c-mos欠損マウス

卵を用いて第1僚体放出後の染色体の変化、および各種細胞周期制御因子の変化を、極

体放出時刻を基準として細胞周期をシンクロナイズさせることにより詳細に検討したその結
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回 -----------

果 c-mos欠損マウス卵においては、第1樋{本放出後に一過性の染色体の脱凝縮が観察さ

れ、これは核形成の初期段階であることが示唆されたー従って、 Mosの機能は(l)減数分裂

間期における染色体凝縮の維持に必要であること、さらに(2)減数分裂間期において、 cyclin

Bの合成促進を介して、巳dc2kinaseを早期に活性化させることが明らかとなった e



材料および実験方法

卵成熟、体外培養

第1減数分裂前期で停止した未成熟マウス卵は、 c-masホモ欠損マウス(ー/ー)、 へテロ欠損

マウス(+1ー)および里子生裂マウス(+1+)より得た[12] 実験に使用するマウスは、主にホモ欠損

雄マウスとヘテロ欠損雌マウスを交配させ、得られた仔を用いたまた、野生型マウスとして、

へテロ欠損マウス同士を交配させ得られたマウスを用いた.

マウスの遺伝子型判定には、 PCI司法を用いた.同住乳後のマウスの尾部の先を切断し、メス

て鳴田切した後、 DNAzol(GI8CO)を用いてゲノム DNAを採取、鋳型として用いた プライマ

ーの滋基画è~ljは、以下の通りである[12J

mosl02・5'-TCTGTGGCCCCGTTATGCTTAGGAAAAGCA-3'

mosl05: 5'ーTGGGATTGAAGGCAGCCATCTTCAGCCATG-3'

mosl07; 5'-TCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATT-3' 

PCR条件は、

94 oC 30ぺ55"C 40ぺ72"C 1'40ぺ35cycle 

とした

マウスは3適齢から10週齢の間で実験に用いることとした.PMSG 6 J.U. (帝国臓器)を腹

腔内投与し、 48時間後に頚椎脱臼にて屠殺、し-15metlium(GJBCO)中で実体顕微鏡下に

卵巣を単向性した鋭利なピンセットの先で卵胞を苦手刺し、ヒ4ペッテイングlこて周聞の頼粒膜

細胞を除去し、回収、士音養を開始した.培養液としては standardegg cullure m巴dium[19]を

用い、 Brinsler[20Jの方法に従って、 50μlの dropをノ宅ラフィンオイノレ(foramino acid 

出lalysis，NakaraiChemical Co.)で被い、 t者養条件は 5弛C02、37
0

Cて、行った.

培養9時間後より1時間おきに、実態顕微鋭下に第 1極体放出の有無を観察し、 J蚕{本を放

9 



出した卵母細胞を月1)のドロップに移した.この時に移した卵母細胞を極体放出0時間後とし

て、 t音養を継続、経時的lこサンプリングした

タンパク合成の随答には、 cycloheximide(Sigma)をlOO，tg/mlの濃度で用いたー

免疫染色

サンプリングした卵を酸性タイロード液(pH2.5)で‘処理し、透明帯除去を行った後、 slandard

egg cullure mcdium中で3回洗浄し、 eXlraclIonburfeパ25rnM imidazole，10 mM 1くCし10mM 

EGTA，20唱glycerol，l弛TrilonX-IOO，pll 6.9)に移した l時間後、卵を poly-L-Iysineにて

コーティングしたカパースリッ7'上におき、 TssSsolulion(162 rnM boric acid，35 mM 

NaOH，144 mlvl NaCI，O.05弛TrilonX-IOO)中に移し 100弛メタノールを周閤より徐々に加えた.

最終的に 100唱メタノールで 200C、15分固定し、 TsI3Ssolulion中に移し、以下の免疫染

色を行った[2).

チュープ、リン染色については、 l次抗体として抗出チュープリン抗体(Amersharn)、2次抗

体として FITC-coruugaledgoat a口li-mouseIgGを用いたその後、 lμ日/ml4'6-

diamidino-2-pheny¥indole dihydrochloride(DAI)! ;Sigrna)を用いて染色体を染色した.卵は

PI3S cOnLaining 20地glycerinanc¥ 100トtg/ml1，4-C¥iazabicydo(2，2，2)-oclonむを用いて封入し、

蛍光顕微鏡で観察した

染色体標本の作成については、卵を 1%クエン酸溶液中て、 5分間処理した後、酢酸エタノ

ーノレ(酢酸.エタノール=3:1)にてスライド上に固定し[21]、D/¥PIを用いて染色し、同織に蛍

光顕微鏡で観察した.
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In vitro kinase assay 

サンプリングした卵を 5個 l組として、 PBSにて3回洗浄した後、 Bμlの Reaclionsuffer 

(20 mM HEPES-NaOII(plー17.2)，80mM b-glycerophosphale，20 mM EGTA，15 mM MgCI2 1 

mM DTT，l mM NaF supplemented with 10μM sodium vanadate， 1 0 nM Calyculin A ， 

1 X Prolease inhibiLor Cocklail TableL (soehringer Mannl1eim))中にJJOえ、液体釜素にて凍

結させた後、ー70"Cで保存した.
J〆

リン酸化反応に先立ち、卵を液体主主索と7)<(25
0
C)中で凍結融解を3回繰り返し、細胞を破

砕した.その後、 cdc2kinaseの基質として Hisloneト11(Boehring巴rMannheim)、さらに 5nM 

八1'P、IぃCi (-v-32P) ATPを加え、全量で LOμ!とし、 3ぴCで 30分間、 kinase反応を起こ

させた反応終了後しeammli~ample buffer[:!.2JをjJ日え、 100"Cで 5分間加熱後、サンプル

を 12.5弛 SDS-po1yacrylamidege1を用いて泳動した.その後イメージアナライグー(Fuji

日Im:FRA2000)を用い HisloneHl への取り込み量を定量し、解析した.

ウエスタンブロッテイング

50個または lOO個の卵を 1総として、しe，lmmlisamp1e buffer [22]中に回収し、 5分間ボ

イノレした後、 LO%SDS-;J~リアクリノレアミドクソレを用いて電気泳動した.分離したタンパク質を電

気的に polyvinilidene dinuoride (PVDF)メンブ、レン(Transb10l，Biomcd)上に転写し、 10弘ス

キムミノレタ力日 TsT(lOmM 1'ris-l-!CI pH7.6 ， 0.15M NaC! ， 0.1唱Tween20)によりブ‘ロシキン

グを行った.メンプレンを、 CBS染色したマーカーを用いて分子量:IJ3kD以下、およびそれ

以上の部分に分けた ~3kD 以上の部分については、 cyciin 131の検出に用いることとし、 I

次抗体として抗ヒトサイクリン別抗体 (U!31)、 2次抗体としてアルカリフォスファターゼ標識

抗マウス IgG抗体を用い、 PhosphataseSubslrale Syslem Kil(1くPL)を用いて発色反応、を

行った.43kD以下の部分については p34cdc2の検出に用いることとした p34cdc2の 161-
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Threonineのリン酸化を検出するために、 l次抗体として岡部位のリン画変化を認識するポリク

ロ一ナノレ抗体(lくawabeel al.unpublish巴d)を用いた次いでビオチン標識抗クサギ IgG

抗体、 horseradish peroxidase標識 streplavidin と反応させた後、化学発光法

(Reneissance，NEN)を用いて検出した XOMAT-A1i(1くODAIく)に現像した後、 PVDFメンブレ

ンを glycineートIC1(p1-l2.5)で処理し、抗体を除去した，再びブーロッキングした後、 p34cdc2の

総量の検出を行った.検出には、 l次抗体として p34cdc2の C末端 20境基対を認識する

ポリクロ一ナノレ抗体(1-IashimoLOand Ogashiwa，unpub1ishec1)を、 2次抗体としてアルカリフオス

フアターゼ標識抗ウサギ IgG抗体を、発色には PhosphalaseSubstrale Syslem 1くilを用い

た.
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結果

減数分裂間期における Mosの有無による卵母細胞染色体

の変化

Mosの減数分裂間期における役割を明らかにするためには、減数分裂進行の時間経過を

厳密に追う必要がある.第 l極体放出は第 l波数分裂の終了を1意味し、実体顕微鏡下に

形態的に区別できるが、培養開始後、第 l極体の放出にいたるまでの時間には卵ごとに差

がある[2] 従って、厳密な解析を行うためには、極体放出後の時間経過を一定にする必要

がある.第 l極体はt音養開始 10時間後から 16時間後にかけて放出されたが、この問、 1

時間ごとに極体放出を観察し、纏(本放出から 1時間以内の卯母細胞を回収することにより、

減数分裂間滞!の進行をシンクロナイズさせた.ヘテロ卵を第 1j童体放出直後にサンプリング

し、 DAPI染色を行ったところ、凝縮した染色体の集合体が認められたーまた抗日チューブν
ン抗体により、卵母細胞と第 l極体をつなぐように微小管東が存在し、終期(lelophase)にあ

ることがわかった(図 3A〆).第 1極体放出 l時間後には、染色体は凝縮したままの状態

であり(図 313，13')、さらに第 l極体放出 2時間後では染色体は赤道面上に並び、紡錘体形

成が認められた(図 3C，C').一方ホモ卵の核相の進行を同様に追跡したところ、第 l極体

放出直後には、ヘテロ卵と同線、凝縮した染色体が観察された(図4̂ ，八')その 111寺間後、

ホモ卵においてのみ、染色体が集合し、核様の構造をとっていることが観察された(図

413，13') .第 i憾体放出 2時間後まで府養したものでは、染色体は再び凝縮し、赤道面に並

ぶと共に紡錘体の形成が認められ、へテロ卵と同様、第2分裂中期に移行した(図 4C，C')

この一時的に認められた核係構造が染色体脱凝縮によるものか否かを検討するため、第

1極体放出 1時間後の卵を低張溶液で処理することにより、スライドグラス上に染色体を個々

に分離させ、 DAPl染色により染色し、観察したーヘテロ卵では、個々に分離した染色体が
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観祭されたが(図 5A)、ホモ卵の DNAはー塊となり、染色体構造は認められなかった(図

513) これはこの核様の構造体が、単に染色体が凝集したものではなく、染色体の構造変化

の結果生じたことを示唆してu、る.このことより、ホモ卵においては、減数分裂間期に一時的

に染色体脱凝縮を生じることが示唆された

減数分裂間期においてタンパク合成を阻害した際の、 Mos

の有無による卵母細胞染色体の変化

先の実験で、 c-mosホモ欠損マウス卵において、減数分裂間期に染色体が一時的に脱凝

縮することが示唆されたホモ卵に見られた脱凝縮状態は、核小体がなく、 DNA密度が一

様(DAPI染色が一様)であることなど、形態的に正常な核とは明らかに異なっていた.この

核様体は正常な核形成とどのような関連性があるのかを確かめるため、次に我々は、第 i

優体放出後の卵を、タンパク合成阻害剤lである cyclohcximid巴を用いて処理し、染色体機

造の変化を観察したへテロ卵に対し、極体放出直後より cycloheximide処理を行った場合、

徐々に染色体の脱凝縮が進み、処理後 4時間で明瞭な核小体を持ち、不均 な染色性を

示す核を形成した(図 6，A-C).しかし、同じくへテロ卵に、第 I爆体放出 l時間後より

cycloheximide処理を行った場合、染色体は凝縮したまま、第 2分裂中期へと移行し、

cycloheximide処理開始 6時間後においても、第 2分裂中期に停止したままであった(図

7，A-Cl噌一方、ホモ卵を第 1極体放出直後より cycloheximid日処理した場合は、ヘテロ卵と

同様、染色体は徐々に脱凝縮し、 4時間後には核を形成した(図 6，D-Fl.しかし、先の実験

において脱凝縮の起きていた、第 l極体政出 l時間後の卵母細胞を cycloheximide処理

した場合、ヘテロの卵とは異なり、ホモ卵の染色体は再凝縮することなく、明瞭な主主ノl、体を

持つ核を形成した(図 7，D-F).このことより、極体放出 l時間後のホモ卵にみられた染色体

のj悦凝縮は、正常な核形成の初期段階であることが示唆された.またホモ卵における染色

体の脱凝縮は、第 l縁体放出 1時間以内に合成されるべきタンパクの欠損、もしくは不足
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によるものであり、そのタンパクが存在することにより正常卵(里子生型)では第 l循体放出後

の卵は第 2分裂中期へと移行しうることが示された.

減数分裂間期の cdc2kinase再活性化における Mosの作用

cdc2 kinuseは MPF(M-phasepro!TIoling lilctor)の本体であり、 M期における染色体の凝

縮を制御すると考えられている.マウスsll成熟において、 cdc2kinaseは第 1分裂中期なら

びに第 2分裂中期において高い活性を示し、減数分裂間期に活l生が低下することが報告

されてしも[6]われわれは、 c-mωホモ欠煩マウス卵の減数分裂間期における脱凝縮が、

第 I1重体放出後の cdc2kinnseの再活性化の制御と何らかの関連を持つ可能性があると考

え、再活性化の過程を詳細に調べた(図 8)

これまでの報告に一致して、第}極体放出時の cdc2kinase活性はホモ卵、ヘテロ卵とも

に著しく低下していたヘテロ卵においては、第 l極体放出 l時間後には cdc2kinase活

性は 2倍近く上昇し、次の 1時間にさらにが~ 2倍になった.一方、ホモ911では第 i僅{本放

出 l時間後にも cdc2kinase活性の上昇は認められず、第 I健体放出後 2時間で約l.5

倍程度上昇するにとと'まったこの再活性化の遅れは、染色体j抗凝縮の時期に一致してい

たすなわち、 ν10$は減数分裂間期において、低下した cdc2kinaseの迅速な再活性化を

介して染色体凝縮の維持に重要な役割を果たしていることが示唆された

減数分裂間期の cyclinBの再蓄積におけるMosの作用

次に、先に示した、 Mosとcdc2kinaseとの関係をより詳細に検討するため、 cdc2kinaseの

個々の構成成分の量的、質的変化を調べた cdc2kinaseは、 p31cιIc2とcycJinBの2つの

タンパクの複合体であり、さらに p34cdc2には、活性を制御するリン殴化昔II{立が 3個存在す

ることがこれまでに知られている[23J.cdc2 kij1<lseが活性型となるためには、 p31cdc2の lil-
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Thr，l5-Tyrがともに脱リン酸化されており[24，25)、かつ 16卜Ttuがリン駿化されていること

が必要である[25，26]. 

このうち、 p34cdc2の l5-Tyrのリン酸化に関しては、電気泳動の移動度の差となって検出

可能であるが、 l6l-Thrに関しては、はっきりした移動度の差は検出されないと考えられた

そこで我々は、 p31Jcdc2の 161-Thrのリン酸化を特異的に検出するボリクローナノレ抗体を用

いて検討した.ヘテロ卵においては、第 1短体放出時にはcyclinsはほとんど検出されない

しかし、第 l極体放出 1時間後には cyclinBの著明な増加が認められ、次の l時間でさら

に滑加した(図 9-A，4-6)また、 p3'Jcdc2の総量、および電気泳動の移動度には明らかな変

化はなく(図 9-C，4-6)、l61-Thrのリン酸化レベノレも変化しなかった(図 9-13，4-6)一方ホモ

卵においては、第 l短体放山直後の cyclinBは、やはりほとんど検出されなかった.極体放

出 i時間後、 cyclinsはごくわずかしか増加せず、次の 2時間後にはやや増加したものの、

ヘテロ卵に比パ、蓄積量は明らかに低下していた(図 9-A ， 1-3) また、 p3~cdc2 の総量には

変化は認められfよかったものの(図 9-C，1-:3)、 161-Thrのリン酸化レベルは、第 ]極体放出

直後および l時間後において、若干の低下がみられた(図 9-13，ト3)すなわち、ホモ卵の

減数分裂間期における染色体脱凝縮は、主として巴yclinBの蓄積の遅れによる、 cdc2kinase 

の再活性化の遅延が原因となっていることが強く示唆された.従って Mosは、マウス減数分

裂間期において、 cyclinBの蓄積を促進し、染色体凝縮の維持に関与しているものと考えら

れる(図 10). 
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考察

マウス卵成熟中の第 1:分裂ー第 2分裂間期における Mosの役割については、多くの対立

する結果が存在する[15，16， 18] それらのほとんどは、サンプリング時間を未成熟期もしく

は卵核飽崩壊期をもとにした培養時間によってL、るしかし、この報告で述べたように、分裂

間期の細胞中の染色体は l時間毎に著しい形態変化を起こすそれゆえ、分裂間期にお

ける詳細な検討を行うためには、第 l極体放出11寺問を基準とした同司司法が有効である.た

だし、短体放出直前の変化については今回の方法では限界があり、今後の課題である.

cdc2 kinaseは、 calalylicsubunilである p34cdc2と、 rcguJ'aLorySllbuniLである cydin

からなり、染色体凝縮を介して細胞分裂の中期を制御すると考えられている[27-31J アフリ

カツメガエノレでは、卵成熟における cdc2kinase活性は Mos-MAPKシグナノレ伝達カスケー

1"'1こ支配されている[32，33J，しかし、マウスにおいては、卵成熟開始時の cdc2kinase活性

の上昇は、 c-mos欠損卵でも起こり、第 l分裂中期にピークに達した後、第 Ij霊体放出とと

もに低下する.一方、 c-mos欠損卵では、 MAPK活性は上昇しておらず、第 l減数分裂中

には、 cdc2kinaseは Mos-MAPK;/Jスケードの影響を受けていない[15，16J 

第 l極体放出後、 c-mos欠損卵の cdc2kinase 活性は第 2分裂中期に向けて再上昇し、

単為発生の開始と共に再び低下する[15].第 1j!]j!体放出前後の cdc2kinas巴活性変化仏、

主に第 l分裂後期における cyclinsの分解、および再合成によっている、とされる[34].アフ

リカツメガエノレでは、 cyclins2は、 Mosの基質としてリン酸化を受ける[35J、あるいは間接的

にリン酸化される[36Jと報告されており、 Mosによって cydinBが制御されていることが示唆

される.

卵成熟過程においては、 cyclinBの合成と分解が共に起きており、全体量;を調節している.

では、 Mosは cyclinBの合成・分解のどちらにかかわっているのだろうか?卵母細胞の発育

の途中で、後の成熟・受精および初期発生に必要な mRNAはすでに合成されており、
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malernal slockとして存在する.そのため、タンパタ合成は転写後および翻訳後て叩制御を

受ける[3η 転写後の制御に関しては、 mflNAのポリ A付加が翻訳詞節にE重要である最

近、アフリカツメガエノレの c-mosmHNAのポリ A付加が cycJin13mRNAのポリ A付加に必

要であることが示された[38].y ウスにおいても、 c-mos欠損抑において、分裂r.flWIにおける

cyclins mRNAのポリアデニレーションが抑制されていることが械かめられれば、 Mosが

cyclinBの合成に関与することがより明確に示されるであろう.

なお，5.111の実験において単為発生の時期において同様に Invitro kinase assayおよび

Western blollingを用いて ccIc2kinase活性および構成成分について検討した結果では， c 

-mos欠損卵においてのみ，単為発生の開始時期に一致して cdc2kinase活性の低下，お

よび cyclinB蓄積量の減少が見られたこの時期に 35S-McLを用いて合成されるタンパク

をラベルし，抗 cyclins抗体を用いて免疫沈降反応を行ったところ，単為発生の開始時期

に一致して cyclinBの合成レベノレが低下し，一方合成された cyclinsの分解は尤進してい

ないことが明らかになったーこのことよりも， Mosが cyclinBの合成に関与することが示唆され

る.

第 I健体放出 1時間後のへテロ卵をタンパク合成阻害剤て、処理したH寺、卵は第 2分裂中

期に移行した一方、 C-J7JOふi 欠損卵は核を形成した.このことは、 c--mos欠損卵における第

l極体放出 l時間後の染色体脱ゐ甜白が、笑際に核形成の初期段階であることを示唆する

また、 Mosの機能が第]悔{本放出後 l時間以内に第 2分裂への移行に十分な cyclinBを

蓄積するために必要であり、その結果 cdc2kinaseを速やかに活性化させ、分裂間期にお

ける染色体を凝縮状態に保っていることが明らかになった.

ヘテロ卵およびホモ卵において、 p34cclc2の総量は第 l悔f本放出ー第 2分裂中期にか

けて変化しなかった p34cdc2の活性化は 3つのアミノ酸残基のリン酸化により調節されると

考えられている[23-2凶 Tyr-15は、里子生型マウλ卵において、未成熟卵ではリン酸化され

ているが、 ß~核胞崩嬢期に脱リン酸化を受け、 Ø ll成熟中は脱リン酸化されたままである[6].

また Thr-161は、聖子生型マウス卵においては GV期から第 l分裂中期にかけてリン酸化さ
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れ、その後はリン酸化状態を保ったままとなるCKawabeel aJ. unpublished daLa) 我k の

p34cdc2の 161Th，のリン酸化認識抗体を用いた検討においても、へテロ卵では第 l憧体

放出ー第 2分裂中期間で 1611'hのリン般化レベノレには変化が見られなかった.一方ホモ

欠損卵では、第 l経{本放出直後および 1時間後に、リン酸化レベノレが，微妙ではあるが若

干低下した.Mosは、 p34cdc2の 161-1'hrをリン画変化する CAK、あるいは脱リン画変化する

K八P 活性になんらかの作用を及ぼし、野生型マウス1ì~において第 l 極体放出時の 1 6 1 -1'h

の}!見リン酸化をrwいでいる可能性がある.第 1fli1体1放出時の KAPあるいは CAlく活性が測

定できれば、このことはより明らかになると考えられるただし、この軽度の低下は、 cdc2

kinaseの再活性化や染色体}!見凝縮に関しては、劇的に変化する cyclinBに比較すると、重

要性の小さし、ものであるかもしれない.

分裂間期における決色体凝縮の維持はどのような意味を持つのであろうか.c-mos欠領

卵では、1is成熟開始から単為発生するまでの過程では BrDUの取り込みがみられず、分裂

間期においても DNA合成がされていなし、と考えられる[39] また、われわれの行った予備

実験においても、核JI英の構成成分であるl釦ninBは、この脱凝縮の際には検出されなかった.

laminBは未成熟卯においては存在しないため、必ずしも核膜形成のマーカーとならない可

能性はあるものの、減数分裂間期の-Jl寺的な染色体脱凝縮は、核膜の形成や DNA合成

の開始には不卜分な核形成の初期に過ぎないことが示唆される.c-mos欠損卵において、

奥所的な DNA複製や光学顕微鋭レベノレでの染色体異常は生じていないが、この時期に

染色体の再編成や微細な変化が起きてUも可能性は残されている.このことが、 c-mos欠

損卵のうち 30%が単為発生を起こさず、第 2分裂中期にとどまっているにもかかわらず、妊

苧性が著しく低い原因なのかもしれない第 2分裂中期に停止した c-mos欠煩卵の染色

体構造を詳細に分析することで Mosによる卵減数分裂間期における染色体凝縮維持の生

物学的意義が明らかになるかもしれないー
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図 1 卵子形成過程

図2 卵母細胞減数分裂過程

図 3 c-mosヘテロ欠損卵の第 1極体放出後の卵母細胞の染色体，微小管構築の変化

A-C;DAPI 染色， A'ーC';抗チュープリン抗体染色

A&A'，第 l極体放出直後 ;B&B'，第 11副本放出 l時間後;C&Cヘ第 l纏体放出

2時間後

図 4 C-1110S ホモ欠損卵の第 l筏体放出後の卵母細胞の染色体，微小管榊築の変化

A-C;DAPI染色， Al_C';抗チコープリン抗体染色

A&A'，第 11副本放出直後;B&B'，第 l優体放出 111寺間後;C&C'，第 11混体放出

2時間後

図 5 c-mosヘテロ欠損卵，ホモ欠損卵の第 l僅体放出 l時間後の卵母細胞染色体の

低張処理標本 (DAPI染色)

図 6 C-1110Sヘテロ欠損卵，ホモ欠損卵を第 l纏体放出直後より cyciohexil1lide処理

した|燃の染色体構造の変化 (DAPl染色) A，ヘテロ卵，処理前;s，へテロ卵，

処理 l時間後;C，へテロ卵，処理 4時間後 ;D，ホモø~ ， 処理前; E，ホモ卵，

処理 1時間後;F，ホモ卵，処理4時間後

図 7 c-mosへテロ欠損卵，ホモ欠損卵を第 l極体放出 1I時間後より cycloheximid巴

処理した際の染色体構造の変化 (DAPf染色) A，ヘテロ卵，処理前;B，へテ

ロ卵，処理 1時間後;C，ヘテロ卵，処理 4時間後 ;D，J)'モ卵，処理前 ;E，ホ

モ卵，処理 1時間後;F，ホモ卵，処理 4時間後

図 8 C-11l0Sへテロ欠損卯，ホモ欠損卵の，第 l極体放出以降の cdc2kinase再活性化

Histon巴 HI を基質として， 321' l'孔TPを加えて kinase反応を行った後，

12.5%SDS-PAGEにてタンパクを分離し，基質への取り込みを定量し，グラ

フイiニした‘

図 9 c-mos 八テロ欠損g~l，ホモ欠損卵の，第 l 極体放出以降の p34cdc2 ，cyιlinB の変
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化 第 l短体放出時亥IJをシンクロナイズさせた 100個の卵を l級とし，

SDS-PAGEにてタンパクを分離した後， Western blottingにてタンパクの検出

会行った A，抗 cyclinB抗体;8，抗リン酸化 161-Thr(p34cdc2)抗体;C，抗 p34cdc2

抗体 1，ホモ卵，第 l極体放出直後;2，ホモsR，第 l極体放出 1時間後，工

ホモ卵，第 l極体放出 2時間後 ;4，ヘテロ卵，第 l極体放出直後;5，ヘテロ

ß~ ， 第 1 I霊{本放出 l 時間後;6，ヘテロ卵，第 l極体放出 2時間後

図 10 まとめ

26 







u 巳J

ぐ町

箇 信図

4坦 4ぞ



u 

国

司

巳J

守
図

酢箇

司



(・之さ
S-u

ぱヲ

図

主
+
)
S
S
・ω



u 

国

4司

』ー

ω
図

同

。



国

4司

同

h

図
間
同

白



σ3 

{・、平)吹

A
Z
E
-
-
-
1

・・1・

T
、
千
)
ば

C
E
E
M
B
B
O
E
l

(
』
』

}
2
2
r
E
Z
Z
信

色

』

u
d
h司
留

置

=-H

N

F
 

目
.0

・・4
・4

•• -

i

・・
1

•• ・.
 

• ・.
 

• ・.
‘
 

-w 

• • • •• •• • • 
‘
 

-w 

• •. •. • •• 
、
• • • •• •. • • • • • 

‘. 
‘
 
.
 

• .
 
、

∞ 
図

D
 D

D

 

H
 

y
g
 

w
q
 

u
 

s
 

es a
 

E
U
 

3
 

3
 

A
 

守・.
1
 

司

D

Mv
 

n
 

可司r
o 

<D 
o 

o 内

げ》

小司

凶

、.議
議
91¥+ssaω

~ 

，¥
E
S
S
・ω

4ぞ



也b 4司.. '一 、ι;'1 ，姐 • 

守 田 ぇぞi:i:百
0') 

庁~ 111--R・~，tr 図

わ司 ':;1-' '. '.1 . 

4ぞ 凶 u 







t 

..... ‘ 

『、2

ω 

s‘ 

印

。

冨

∞

ω
曲

O

Z

詰

雷

蓄

説

固

有

昔

話

R
a
g
r
o
s可
切

g-o


